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　　　The　effect　of　PEG　on　synthetic　actomyosin，　acto－heavy　meromyosin，　heavy　meromyosin　and　light
meromyosin　prepared　from　rabbit　skeletal　muscle　was　studied　and　the　following　results　were　obtained．
　　　　1）Mg升一ATPase　activity　of　act．o－heavy　meromyosin　was　nQt　signi丘cantly　in且uenced　by　10　to　50　mg／m4
PEG．　On　the　other　hand，　Mg彬ATPase　activity　of　synthetic　actomyosin　was　markedly　activated　by　30
mg／m6　PEG　or　over．
　　　2）Mg椒ATPase　activity　of　acto－heavy　meromyosin　was血arkedly　activated　by　PEG　at　lower　con－
centrations　of　KCI．　The　curve　of　KCI　concentration　dependence　of　Mg什一ATPase　activity　of　acto－heavy
meromyosin　was　slightly　shifted　to　a　higher　KCI　concentration　by　PEG．
　　　　3）ATPase　activity　of　heavy　meromyosin　was　not　influenced　by　PEG　in　the　presence　of　various
concentrations　of　MgC12．
　　　4）In　the　presence　and　absence　of　PEG，　superprecipitation　was　not　observed　in　acto－heavy　mero－
myosin．　On　the　other　hand，　superprecipitation　of　synthetic　actolnyosin　was　accelerated　by　PEG．
　　　　5）Turbidity　of　light　meromyosin　was　increased　by　PEG　and　this　was　slightly　decreased　by　an
addition　of　ATP．
　　　6）The　increase　of　turbidity　was　observed　in　actin　plus　light　mero皿yosin　only　in　the　presence　of
PEG．　The　increase　of　turbidity　which　may　be　cons玉dered　as　a　superprecipitation－1ike　phenQmenon　was
observed　in　acto－heavy　meromyosin　plus　light　meromyosin　in　the　presence　of　PEG，　while　it　was　not
observed　in　the　absence　of　PEG．
　　　From　these　results，　it　is　suggested　that　PEG　mainly　exerts　its　efEect　on　myosin，　especially　light
meromyOSln。
　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　言
　前報1）において，myosin　B，　myo．sinならびにactin
に対するPEGの．作用が検討され，　PEGはactinなら．ひ
にtroponin．tropomyosin　complexに作用しないが，一
方myosinに対しては，　Mg什存在下のATPase活性を
抑制し，turbidityならびにviscosityを増大させること
から，PEGは主としてmyosinに作用することが示さ
れた．
　本論文では，myosinをさらにheavy　meromyosinと
Abbreviations＝
　ATP；adenosine　triphosphate，
　PEG；polyethylene　glyco1－4000，
　HMM；heavy　meromyosip，
　LMM；1ight　meromyosin．
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1ight　meromyosinに分離し，それぞれの物理的ならびに
化学的性質に対するPEGの作用を検討した．その結果，
PEGはHMMやacto－HMMに対してはほとんど作用
しないが，LMMに対しては，その物理的な性質に強い影
響を与えることが示された．
Mg升一ATPase活性に対するPEGの作用をFig，1に示
す．PEG濃度を10四50　mg／m4まで増加しても，　acto－
HMMのMg彬ATPase活性はほとんど変化しなかった．
これに対して，合成AMではPEGの濃度の増加ととも
にMg暮一ATPase活性は増強され，30　mg／m4のPEGで
最大活性を示し，それはPEGがない場合の約3倍であっ
実験材料ならびに方法
　標　品：ウサギ骨格筋からのmyosinならびにtrop－
onin一亡ropomyosin　comp／exを含まないactinの分離抽
出は前報2）に従った．MyosinからのHMMおよびLMM
の分離はLowey，　S．　and　Cohen，　C．3）の方法によった．
この場合myosin：trypsi血二250：1の重量比でmyosin
とtrypsinを反応させ，反応の停止はtrypsinの2倍量
のtrypsin　inhibitorを添加することにより行なった．
Trypsin　inhibitorとしてはsQybean．　trypsin　inhibitor
を用いた．
　方法：蛋白濃度，ATPase活性ならびに超沈澱の測
定はすべて前報2）と同様の方法によった．
　試薬12回結晶trypsin，　soybean　trypsin　inhib－
itorならびに結晶ATP　2　Na塩は．　Sigma製，　Triton
X－100およびPEG－4000は和光純薬株式会社：製，その他
の試薬は市販特級品を用いた．
実験成績
Acto－HMMならびに合成actomyosin（合成AM）の
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F藍g．1　Dependence　Qf　ATPase　activity　of　synthetic
　actomyosin　ahd　acto－HMM　on　PEG　concentra－
　　tion．　Conditions：40　mM　Tris－HCI　bu任er（pH
　7．2），1mM　MgC12，1mM　ATP，μ；0．1　and　various
　　concentrations　of　PEG．　Synthetic　acto皿yosin，
　0．75mg／m6　myosin　plus　O．25　mg／m6　actin；．　acto－
　　HMM，0．75　mg／m6　HMM　plus　O．25　mg／m6　actin．
　　Reaction　time，2min；20。C．　Open　sアmbols，　syn－
　　thetic　actomyosin；Filled　sy血bols，　acto－HMM．
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Fig。2　Dependepce　of　ATPase　activity　of　acto．
　　HMM　on　KCI　concentration　in　the　presence
　and　absence　of　PEG．　Conditions；0．5　mg／m6
　　HMM，0．25　mg／m4　actin　and　various　eQncentra－
　　tions　of　KCI．　Other　conditions　as　for　Fig．1．
　　Open　symbols，　eontrol；Filled　Symbols，　with
　　30皿g／rn4　PEG．
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Fig。3　EHect　of　MgC12　concentrations　on　ATPase
　　activ三t 　of　HMM　in　the　presence　and　absence
　　of　PEG．　Conditions：o．3　M　KCI，1mg／m4　HMM，
　　and　various　concentrations　of　MgC12．　Other
　　conditions　as　for　Fig．1．　Open　symbQls，　con－
　　trb1；Filled　symbQls，　with　30　mg／m4　PEG．
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た．またこの活性はPEG濃度をさらに40～50　mg！m4に
増加してもほとんど変化しなかった．なおPEGのない場
合のacto－HMMのMg彬ATPase活性は合成AMのそ
れの約30％であったが，これはLeadbeater　and　Perry4）
の成績とほぼ一致する．
　Fig．2にはacto－HMMのMg什一ATPase活性のKCl
濃度依存性を示す．この活性は低KCIで高く，　KC1濃度
の増加にともない急激に減少した．この成績は従来の報
告4～7）と一致する．PEGは7mM　KCI下でacto－HMM
のMg粗ATPase活性を約2倍に増強し，KC1濃度一ATP
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Fig．4　Ef［ect　of　PEG　on　superprecipitation　of　syn－
　thetic　actomyosin　and　acto－HMM．　Conditions＝
　o．44mg／1n4　myosin　plus　O．18　mg／m4　actin，　and
　　μ＝0．05．　Other　conditions　as　for　Fig．1．　○，●
　　synthetic　AM；△，▲，　acto－HMM．　Open　sym－
　　bols，　control；Filled　symbols，　with　30　mg／m4
　　PEG．
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ase活性曲線を高濃度KC1側へやや（20～30　mM）移動し
たが，KC1濃度が高くなるとその効果は現われなかった．
　Fig．3に示すようにHMMのATPase活性は，10－6　M
以上のMgC12によりその濃度に依存して著明に抑制され
た．これにPEGを添加してもATPase活性に変化は認、
められなかった．
　従来，acto－HMMでは超沈澱が起らないとされてお
り5・8），またPEGにはactinとmyosinの相互f乍用を増
強するf乍用がある1・2・9）．そこでこれらの事実と関連して，
PEG存在下で，　acto－HMMの超沈澱が起こるかどうかを
検討した．Fig．4に示すように，　acto－HMMの場合には
PEGの有無にかかわらず超沈澱は全く起らなかった．こ
れに対して合成AMでは前報2）の成績と同様PEGによ
り超沈澱の立ち上り速度が著しく促進された．
　Fig．5に示すようにLMMそのもののturbidityは
PEGにより約2．5倍に増強された．これにATPを添加
するとturbidityは約10％低下し，その後もこの状態が
10分以上続いた．このLMMの成績はmyosinのそれ2＞
と一致した．
　さらにLMMにacto－HMMを加えて超沈澱の生起の
有無を検討した（Fig．6）．　Acto－HMMとその蛋白重量の
2／3のLMMを含む系においては，　ATPの添加後ただち
にturbidityが低下した．そのturbidityは30分後に
ATP添加前の値まで回復したが，超沈澱には移行しなか
った．これに対し，PEGが存在すると，　ATP添加後ただ
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Hg．5　E狂ect　of　PEG　on　turbidity　of　LMM．　Con－
　ditions：05　mg／m6　LMM　andμ＝α05．　Other
　conditions　as　for　Fig．1．　Open　symbols，　contro1；
　Filled　symbols，　with　30　mg／m6　PEG．　Arrows
　indicate　the　addition　of　ATP．
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Fig．6　E任ect　Qf　PEG　on　turbidity　of　LMM　plus
　actin　and　LMM　plus　acto－HMM．　Conditions＝
　0．5皿g／m6　LMM　plus　O．25　mg／m4　actin，0．5　mg／
　　m4　LMM　plus　O．75　mg／m6　HMM　and　O．25　mg／m彦
　actin．　Other　conditions　as　fQr　Fig．1．　○，●，
　LMM　plus　actin；△，▲，LMM　plus　acto－HMM
　Open　symbols，　control；Filled　symbols，　with
　30mg／m6　PEG．
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ちにturbidityの増加が始まり超沈1殿様の現象が起こっ
た．またLMMとactinを含む系においては，　turbidity
がATPの添加によってただちに25％低下し，その後こ
の状態が30分以上続いた（Fig．6）．このことは，　Szent－
Gy6rgyiの成績8）と同様LMMがactinと相互作用しな
いこと，またこのLMMにmyosinが混在していないこ
とを示す．しかしPEGが存在するとATPの添加により
急激なturbidityの増加が起こり，15分後にはほぼ一定
値に達した．
考 察
　前報1・2）において，PEGは合成AMあるいはmyosin　B
のMg升一ATPase活性を著明に活性化し，かつ高濃度KCl
によるこれらATPaseのactinとmyosinへの解離を著
しく抑制した．これに対して本成績では，acto－HMMの
Mg什一ATPase活性はPEGによりほとんど影響されず
（Fig．1），さらにそのKC1濃度依存性を示す曲線がPEG
により高濃度KC1側へ移動する程度もかなり弱かった
（Fig．2）．これらの成績はactomyosin（AM）系に対する
PEGの効果がLMMの有無により明らかに異なり，acto－
HMMではPEGの効果が著しく減弱することを示す・
また，前記2）で1皿MMg什存在下のmyosin　ATPase活
性はPEGにより著明に抑制されることを示したが，
HMMの場合にはその抑制がほとんど認められなかった
（Fig．3）。この事実もまたLMMの欠除によりPEGの作
用が現れ得ないことを示す．したがって，以上の成績から
合成AM，　myosin　BおよびmyosinのATPase活性に
対しPEGが作用するためにはLMMの存在が必要である
ことが明らかにされた．またATPase活性に対するPEG
のf乍用のしくみについては，PEGがmyosin分子の
LMM部分にf乱用する結果，それがATPaseの活性部位
にも影響を与えるものと思われる。
　合成AMの超沈澱は種々の条件下でPEGにより著し
く増強されたが，acto－HMMでは従来の成績5，8）と一致し
て超沈澱は起らず（Fig．4）またこれはPEGが存在しても
同様であった（Fig．4）．またATP非存在下でLMMの
turbidityはPEGにより著しく増大したが（Fig．5），全
く同様な成績は前上1・2）で示したように，myosinについ
ても認められている．これらの事実は，PEGがmyosin
分子のLMM部分に作用して，　myosinをaggregateさ
せることを示している．なおATP非存在下でactin共
存下のLMMのturbidityはPEGにより著明に増強さ
れ，ATPの添加によりそれは徐々に増大した（Fig．6）．
同じ結果はacto－HMM共存下のLMMにおいても示さ
れている（Hg．6）．これらの成績について，もしもこの現象
がAMの超沈澱であるとすれば，これらの条件下でLMM
にATPase活性が認められて良いはずであるが，この様
なことは全くなかった．したがって，これらのturbidity
の増大はAMの超沈澱とは異なる現象であり，これは
PEGによりaggregateしたLMMとactinの間になん
らかの相互作用が生じたことに起因するのかもしれない
が，この機序については現在のところ不明である．
　前前1・2）で述べたように，ATP非存在下にmyosinの
turbidityはPEGにより著しく増大したが，一方これに
対してmyosin　B，合成AMならびにacto－HMM（Fig．
4）のようにすでにactinとmyosinの間に相互作用のあ
る場合には，PEGによるturbidityの上昇はほとんど認
められなかった．これらの事実を考慮すると，PEGなら
びにmyosin存在下のactinの作用について以下のよう
な2つの可能性が考えられる．その1つは，myosin分子
上の同じ部位に対してactinとPEGが競合して作用す
るため，すでにmyosinと相互作用のあるactinはPEG
のf乍用からmyosinを保護するという可能性であり，他
はPEGはactinと相互作用のあるmyosinに作用はす
るが，それによるturbidityの変化はactinの存在によ
り除去されるという可能性である．しかしこれらの可能性
のうちFig2および前記において示されたように，　actin
とmyosinの相互f乍用がPEGにより著しく増強された
事実を考え合わせると，actinのf副用に関し後者の可能性
がより強いように思われる．
　現在，acto－HMMが低イオン強度下でも非常に可溶性
であり，かつそれはATPの添加により超沈澱を起こさな
いことは周知の事実輔）である．さきに永井ら6）は，低
K：Cl下のacto－HMMについて，　ATPの添加によりその
光散乱の強度や粘度は急速に低下するが，Mg什一ATPase
活性は著しく増強されることから，acto－HMMの物理的
な性質と酵素的な性質の間にずれのあることを見い出し
た．LeadbeaterとPerry4）はこれと同様の現象を報告し
actinとmyosinの相互作用には2種類あって，1つは
viscosityやturbidity測定により検出される物理的な相
互作用であり，他はそれらにより検出されない酵素的な相
互f乍用であると考えた．本論文においても，0．05MKCl
下でacto－HMMのATPase活性はPEGにより著しく
活性化され（Fig．2），一方turbidityは同じ条件下で影響
されなかった（Fig．4）．この様にPEG存在下でもactin
とHMMの物理的な相互作用と酵素的な相互作用の非平
行性が明らかに示されたことは，上記の報告を支持すると
ともにきわめて興味深い．
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要 約
　ウサギ骨格筋の合成AM，　acto－HMM，　HMMならび
にLMMに対するPEGの作用を検討し，以下の成績を
得た．
　1）Acto－HMMのMg什一ATPase活性は10～501ng／
m6のPEGによってほとんど影響されなかった．これに
対して合成AMの場合には30　mg／m6のPEGにより約
3倍に活性化された，
　2）Acto－HMMのMg什一ATPase活性はPEGにより
低濃度KC1側で著明に活性化された．またacto－HMM
のMg彬ATPase活性のKC1濃度依存性を示す曲線は
PEGによりわずかに高濃度側へ移動した．
　3）MgC12存在下でHMMのATPase活性はPEG
によりほとんど影響されなかった．
　4）PEGの有無にかかわらず，　acto－HMMは超沈澱を
生じなかった．一方，合成AMの超沈澱の速度はPEG
により促進された．
　5）LMMのturbidityはPEGにより増加し，これは
ATPの添加によりわずか低下した．
　6）ActinはLMMの存在下でPEGが共存する時だ
けturbidityの増加を生じた．　Acto－HMMはLMMの
存在下で超沈澱を起こさないが，PEGの共存により超沈
澱様のturbidityの増加が生じた．
　これらの成績から，PEGはmyosinの主としてLMM
に作用することが示された．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和50、3．27受理）
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